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論文内容の要旨
【目的】
心・血管系疾患の病因の中心を占める動脈硬化症は、血管内壁への脂質沈着と血管内膜の肥厚による狭窄に由来す
る o 内膜肥厚は、内皮傷害が引き金になり、中膜平滑筋細胞が形質転換(，脱」分化)を起し内膜に遊走して増殖し
たものと考えられている。平滑筋細胞形質転換メカニズムの研究はこれまで培養血管平滑筋細胞でなされてきたが、
初代培養では既に脱分化してしまった細胞を用いなければならず、分化細胞が脱分化していく過程や再度分化を誘導
するに必要な条件についての研究は困難であった。そこで本研究では、平滑筋細胞が完全な分化状態を維持する培養
系として消化管平滑筋細胞を用いたモデル系を確立し、形質転換を誘起する因子の細胞内シグナル伝達機構を解明し
Tこo
【方法ならびに成績】
< 1 >砂嚢平滑筋細胞を用いた分化維持培養系の確立
解卵15 日目旺の鶏砂嚢から平滑筋塊を採取し、酵素処理にて分化状態の平滑筋細胞 (SMC) を大量に単離して無
血清培地で培養した。この細胞を、代表的な平滑筋分化マーカーとしてカルデスモンのアイソフォーム発現変化およ
びカルポニンの発現量変化(蛋白質、 mRNA 発現)を指標として、まず分化状態を完全に維持できる培養系を作成
した。分化マーカーを指標として、基底膜の成分であるラミニンをコートした上で培養すると、他のマトリクス因子
に比べて脱分化遅延能が最も良いことが判明した。この条件で血清、 PDGF、 TGF 等は SMC の脱分化を誘導したが、
Insulin、 IGF-I、 IGF-II は分化形質を非常に強く維持した(IGF- 1 が最も高活性で、 EC50は約 1 pM)。ラミニン
コート上で IGF-I 存在下に培養すると、分化型 SMC に特徴的な細長い紡錘形の形態を示し、カルパコール刺激に
より収縮する収縮型(=分化型) SMC であり、逆に PDGF や血清で刺激した SMC は編平で線維芽細胞様の形態を
示し、収縮を起こさない合成型(=脱分化型) SMC であった。
< 2 >平滑筋型α- アクチンの、組織特異的発現制御
作成した砂嚢SMC の分化・脱分化培養系は、血管平滑筋細胞の分化マーカ一分子の発現変化と一致していたが、
アクチンアイソフォームだけは異なる発現パターンを示した。即ち分化している砂嚢 SMC で平滑筋型 α ーアクチン
(α-SM actin) は発現しないが、脱分化に伴い α-SM actin が mRNA 及び蛋白レベルで発現した。 α-SM acｭ
tin の生理的な発育分化に伴う発現は、砂嚢平滑筋のみならず、小腸や気管など他の内臓平滑筋で胎児発育初期に認
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められ、一部を除いて発育分化により(瞬卵15日以降)消失した。これに対し、血管平滑筋では発育に伴い α-SM
actin の発現は増加した。このように、内臓と血管とでは平滑筋分化に伴う α-SM actin 発現が正反対のパターンを
示すことが判明した。
平滑筋細胞形質転換による α-SM actin 発現制御の違いを調べるため、分化・脱分化両砂嚢 SMC での α-SM
actin 遺伝子のプロモーター解析を行なった。 α-SM actin 遺伝子の 5 '一上流域の各 deletion および mutation を
作成し、 CAT 活性を比較した結果、分化 SMC の α-SM actin 転写は、 SRF が結合する正のエレメント (CArG-B)
の活性を MSSP- 1 が結合する負のエレメントの活性が抑制していた。脱分化 SMC では正のエレメントとして更に
CArG-A と TEF-1 結合性 Pu-rich 配列の二つが更に追加されており、これにより転写活性の上昇が起こること
を見い出した。
(3) SMC 形質転換を制御する細胞内シグナルの解明
形質転換を制御する因子の細胞内シグナル伝達について、分化維持シグナルを検討した。ラミニンの砂嚢 SMC の
脱分化遅延作用は、培地中に抗 IGF-I 抗体を加えることで消失した。またラミニンは SMC の IGF-I 発現を増加さ
せたことから、砂嚢 SMC をラミニン上で培養すると SMC 自身が IGF-I を産生し、オートクリン的に作用して分化
状態を維持していると考えられる o IGF-1 刺激は培養砂嚢 SMC の PI3 キナーゼ、 Akt/PKB を活性化させたが、 E
RK、 JNK、 p.38などの MAP キナーゼ類は活性化させなかった。 IGF-I による分化マーカーの発現やマーカー遺伝
子のプロモーター活性は PI3 キナーゼ阻害薬で抑制されること、脱分化条件下で活性型 PI3 キナーゼにより脱分化
を阻止できることから、 IGF-I による砂嚢 SMC分化維持作用は PI3 キナーゼ→Akt/PKB の活性化を介したもの
であることが判明した。
【総括】
本研究において、平滑筋の形質転換メカニズムを研究する有用なモデル系として鶏砂嚢平滑筋細胞培養系を確立し
た。この砂嚢平滑筋細胞はラミニン・ IGF-I を用いることにより完全な分化状態を維持することができ、その作用
が IGF-I 受容体→PI3 キナーゼ→Akt/PKB 経路の活性化によるものであることを明らかにした。
また、従来血管平滑筋細胞の分化マーカーとされていた平滑筋型 α ーアクチンの発現が、内臓と血管とで正反対の
パターンを示すことを明らかにし、転写レベルで形質特異的な発現制御が行われていることを、培養細胞系で初めて
明確に示すことができた。現在、本培養系を血管平滑筋細胞培養に試行中である。また、本培養系を用いて平滑筋細
胞特異的転写制御系の解析を行なっている o
論文審査の結果の要旨
血管内膜肥厚の要因となる中模平滑筋細胞の形質転換メカニズムを解明する上で、分化平滑筋細胞の培養系を用い
て脱分化平滑筋細胞との比較検討を行なうことの意義は大きい。本研究では、従来血管平滑筋細胞を用いては作製が
困難であった完全な分化状態を維持する平滑筋細胞培養系を、ニワトリ砂嚢平滑筋細胞を用いて検討し、ラミニンと
IGF-I を用いることで分化維持培養系を確立することができた。 IGF-I の分化維持作用は、 IGF-I 受容体→PI3 キ
ナーゼ→Akt/PKB 経路の活性化によるものであり、 PDGF 等の脱分化には ERK と P38の両 MAP キナーゼの活性
化が必要であることを明らかにした。また、作製した砂嚢平滑筋細胞の分化・脱分化培養系を用い、血管平滑筋細胞
の分化マーカーと考えられていた平滑筋型 α ーアクチンの発現が、内臓平滑筋と血管平滑筋とで形質転換に伴い全く
正反対のパターンを示すことを明らかにし、形質転換に伴ってアクチン遺伝子の発現制御機構が異なってることを見
し 1 出した。本研究は、平滑筋の分化・脱分化のメカニズムを解明する上で重要な知見を明らかにしており、学位に値
するものと考える。
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